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Process for microinjection into cells, possibly for suction out of isolated cells 
or entire cells out of ceil cultures. 
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Abstract of EP0292899 

In this computer-assisted system, a pointer which can be moved in the image on the monitor (10) is 
superimposed on the television Image of the cell culture and is positioned by the operator on the cells to 
be injected by relative movement of the pointer/image in the television image. The coordinates of the eel 
indicated in this way are stored by the computer (1 1 ) which subsequently automatically moves the 
capillary tip to. and inserts it into, the selected cells. In an advantageous embodiment, the computer 
makes the insertion movement parallel to the long axis of the capillary by a superimposed movement (x) 
of the microscope stage and of the drive for adjusting the height (z) of the capillary (4) on the 
micromanipulator (3). 
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© Verfahren zur Milo-olnjelrtlon In Zellen bzw. zum Absaugen aus einzelnen Zellen Oder ganzer Zellen 
aus Zellkulturen. 

^© Bel diesem rechnerunterstutzten System wird Kapillare (4) am Mikromanipulator (3) durch. 
^dem Fernsehbild der Zellkultur eine Im Bild auf den 
O) Monitor (10) bewegbare Mark© uberlagert, die vom 

Bediener durch Relativbewegung Marke/Bild auf die 

2u injizierenden Zellen Im Fernsehbild positioniert 
^wlrd- Die Koordinaten der so markierten Zellen wer- 
^den vom Rechner (11) gespeichert, der anschlieflend 

die Kapillarspitze selbsttatig zu den ausgewalilten 
O Zellen verfaiirt und in diese einsticht. In einer vorteil- 
Q^haften AusfClhrungsform fOhrt der Rechner die Ein- 
lU stichbewegung parallel zur Kapillarlangsachse durch 

eine uberlagerte Bewegung (x) des Objekttisches 

und des Antriebs fur die Hohenverstellung (z) der 
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Verfahren zur MIkroinJektion in Zellen bzw. zum Absaugen aus einzelnen Zeiien Oder ganzer Zellen aus 

Zellkulturen 



Fur die biologische Forschung sowie die Ge- 
ntechnologie spielt das Einbringen von Substanzen 
in lebende Zeiien eine bedeutende Rolle. hlerzu 
existieren eine Reihe unterschiedlicher Verfahren: 
so kann z.B. die einzuschleusende Substanz zu- 
nSclist in das die Zellen umgebende Medium ge- 
bracht warden. Damit nun die Substanz in die 
Zellen gelangen kann. mu/3 die Zellmembran pene- 
triert werden. Dies kann durch ungezielte mechani- 
sche. eiektrische Oder chemische Reize geschehen 
Oder durcii einen Laserstrahl, der auf die Zetle 
fokussiert wird. 

Alle diese Verfahren haben den Nachteil, 6aB * 
die Substanz, die in die Zellen eingebracht werden 
soli, zum grofiten Teil im umgebenden Medium 
verbleibt Vor ailem ist es mit den genannten Me- 
thoden nicht mogfich Substanzen gezielt nur in den 
Kern einer Zelte einzubringen. Es wurden daher 
Methoden entwickeit bei denen die Substanz mit 
Hiife einer Glaskapillare, die an etnem Ende zu 
einer feinen Spitze ausgezogen ist, direkt in ein- 
zelne Zellen oder Zellkerne injiziert werden kann. 

So ist Z.B, aus der Firmenschrift "Arbeitsplatz 
zur Mikroinjektion in lebende Zellen** der Rrma 
Car! Zeiss. Druckschrift Nr. W41-131-d Qd 86) ein 
System auf der Basis eines umgekehrten Mikrosko- 
pes beschrieben. an dessen Tisch eine schrag zur 
optischen Achse ausgerichtete Glaskapillare uber 
einen Mikromanipulator befestigt ist. Die Kapillare 
Ia0t sich mit Hilfe des Mikromanipulators in drei 
Achsen gezielt in dem auf dem Tisch des Mikros- 
kops befindlichen Kulturgefa/3 bewegen. Zur Injek- 
tion in die visuell unter dem Mikroskop beobachte- 
ten Zellen sind folgende Bnzelschritte durchzufuh- 
ren: 

Zuerst mufi die Kapiiiarenspitze grob in das 
Bildfeid des Objektivs gebracht werden. An- 
schlleBend wird die Spitze der Kapillare durch eine 
Bewegung des Mikromanipulators (x.y) uber der 
interessierenden Zelle positioniert. Schfie^lich wird 
durch eine Bewegung in z-Richtung, d.h. parallel 
zur optischen Achse des Mikroskops die Kapiiia- 
renspitze in die Zelle gebracht. der Injektor betatigt 
und die Kapillare dann, wenn ausreichend Sut>- 
stanz in die Zelle gelangt ist. wteder angehoben. 
Hierbei erfolgt die Injektion nicht in Achsrichtung 
der Kapillare. 

Das vorbeschriebene, rein manuelle Verfahren, 
erfordert mehrere, prazis htntereinander durchzu- 
fuhrende Bnzelschritte, wobei einige Erfahrung 
notwendig ist. um die Zellen richtig zu treffen und 
insbesondere um die Kapillare nicht zu weit abzu* 
senken und damit abzubrechen. Auflerdem erfolgt 
der Einstich in die Zellen nicht in Achsrichtung der 



Kapillare. so dafi die Zellmembran durch den Injek- 
tlonsvorgang relativ stark verletzt wird. 

Aus der DE-OS 35 11 700 ist ein anderes 
Injektionssystem bekannt, das eine in vertikaler 

5 Rtchtung angeordnete und an den Fokussiertrieb 
des inversen Mikroskops gekoppelte Kapillare be- 
sitzt. Bei diesem System mu/J die Kapillare in z- 
Richtung erst einmal so justiert werden. dai3 eine 
Bewegung der Kapillare innerhalb des Tiefen- 

10 scharfenbereiches des Mikroskops zu einem Ein- 
stechen in die Zelle fuhrt. AnschlieiSend wird die 
Zelle, in die injiziert werden soil, mit Hilfe des 
ObjektfGhrers unter die^ nur ungenau erkennbare 
Kapiiiarenspitze gefahren. Danach wird der eigent- 

15 liche Injektionsvorgang durchgefuhrt, indem die 
Kapillare mit Hilfe des Fokussiertriebs abgesenkt 
wird, wobei sie in Achsrichtung in die Zelle ein- 
dringt; nach erfolgter Injektion wird die Kapillare 
wieder angehoben. 

20 Bei diesem System ist die Gefahr, 6aB die 

Kapiiiarenspitze abbricht oder zumindest verstopft 
wenn sie auf den Gefa5boden gelangt, besonders 
hoch, da die Kapiiiarenspitze senkrecht auf den 
Gefaflboden auftrifft Aufierdem verliert man sehr 

25 leicht den Uberblick daruber. in welche Zellen be- 
reits injiziert wurde. da der Tisch des Mikroskops 
bei jeder Injektion verschot>en wird, wodurch sich 
das Bildfeid dauemd andert. 
All dies hat zur Folge. dafi mit den bekannten 

30 manuellen Systemen zur Zellinjektion selbst von 
geubtem Personal pro Stunde nicht mehr ais etwa 
300 Zellen injiziert werden konnen. 

Weiterhin sind mikrobiologische Verfahren be- 
kannt, die ein Absaugen von RQssigkeit aus Zellen 

35 Oder ein Absaugen ganzer Zellen aus Zellkulturen 
vorsehen. Auch hierbei wird mit einer Kapillare in 
die Zelle eingestochen bzw. die Kapillare auf der 
abzusaugenden Zelle positioniert Bei diesem Ver- 
fahren laufen im Prinzip die gleichen Arbeitsschritte 

40 ab wie sie vorstehend am Beispiel der Injektion ge- 
schildert wurden, und es iiegen die gleichen Be- 
schrinkungen hinsichtiich der Arbeitsge- 
schwindigkeit vor. 

Es ist die Aufgabe der voriiegenden Erfindung 

45 ein System zur Injektion in Zellen bzw. zum Absau- 
gen aus einzelnen Zellen oder ganzer Zellen aus 
Zellkulturen zu schaffen. das ein schnelleres und 
sichereres Arbeiten als die bekannten Systeme er- 
laubt. 

50 Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren mit 

den im Kennzeichen des Anspruchs 1 angegebe- 
nen Merkmalen dadurch geiost. 6aB 
- dem Fernsehbild eine im Bild bewegbare Marke 
uberiagert wird. 
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- die Marke auf die zu injizierenden oder abzusau- 
genden Zellen im Femsehbild positioniert wird und 
die Bildkoordinaten der marklerten Zelien in einem 
Rechner abgespeichert werden. 

- die Bildkoordinaten vom Rechner In Objektkoordi- 
naten des Posltlonlersystems fGr die Kapiliare bzw. 
den Zelltrager umgerechnet werden 

- und anschlieBend in die ausgewahlten Zellen 
injiziert bzw. aus diesen abgesaugt wIrd, Indem die 
Kapiliare relativ zur jewelligen Zelle rechnerge- 
steuert auf die berechneten Objektkoordinaten po- 
sitioniert wIrd. 

Bel dem erfindungsgemdflen Verfahren steuert 
ein Rechner die Positionierung und das Bnstechen 
der Kapiliare in die Zelle. 

Da dieser krltische Bewegungsvorgang nun- 
mehr automatisch erfolgt, lalSt sich eine ho here 
Arbeitsgeschwindigkeit erzielen und ist die Gefahr, 
daD die Kapiliare durch Fehlbedlenung abbricht 
stark vermindert. Der Bediener mufi nur noch die 
zu injizierenden Oder abzusaugenden Zellen im 
Monitorbild markleren. In einer vorteilhaften Weiter- 
blldung ist es sogar moglich, diesen Vorgang 
durch ein Biidanalysesystem ausfuhren zu lassen, 
das bestimmte Zelltypen oder Zellen in einem be- 
stimmten Entwicktungszustand an ihrer geometri* 
schen Form selbstatig erkennt. 

Das Verfahren nach der Erfindung stellt eine 
gieichbletbende Tiefe der Einstichbewegung in die 
Zelle sicher und llefert daher in Bezug auf die Art 
und GrQBe der Zellverletzung reproduzierbarere Er- 
gebntsse ais das bisherige, manueii gesteuerte 
Verfahren. Auflerdem ist die Verbielbdauer der 
Kapiliare in der Zelle und damit das injizlerte oder 
abgesaugte Volumen sehr genau vorherbestimm- 
bar und reproduzierbar. 

Mit Hilfe des Rechners ist es weiterhin mog- 
lich, die Koordinaten aller Zellen. die bereits bear- 
beitet wurden, abzuspelchem. Dadurch kann stch 
der Benutzer jederzeit darilber infomiieren, welche 
und wieviele Zellen er bereits behandelt hat. Es ist 
dann auch moglich, jederzeit den Vorgang zu un- 
terbrechen und zu einem spateren Zeitpunkt exakt 
an derselben Stelle fortzufuhren. Weiterhin kann 
z.B. die Wirkung der injektion durch Vergleich der 
Entwicklung der Zellen. in die injiziert, und der 
Zellen. in die nicht injiziert wurde. uber einen lan- 
geren Zeitraum kontroHiert werden. Diese Moglich- 
keit eroffnet sich in vorteilhafter Weise dadurch, 
6aB sich die Zellen in einem 3efa/3 befinden. das 
mit Referenzmarken versehen ist und die Koordina- 
ten der injizierten Zellen zusammen mit denen der 
Referenzmarken gespeichert werden. so dai3 ein 
sicheres Wiederauffinden individueller Zellen auch 
nach einem Wechsel des Probengefafles gewahr- 
leistet ist. 

Fur die Einstichbewegung der Kapiliare in ach- 
sialer Richtung kann ein eigener Antrieb vorgese- 



hen werden. Da der Rechner mehrere Bewegungen 
miteinander in einer Weise koordiniert, wie es be! 
manueller Steuerung kaum moglich ist. Ia6t sich 
jedoch diese Einstichbewegung in Kapiilarrichtung 

5 auch durchfuhren, ohne daB ein separater Antrieb 
in Achsrichtung der Kapiliare vorgesehen werden 
mufi. Die Rechnersteuerung ist in der Lage den 
gewunschten Bewegungsvorgang durch eine Uber- 
lagerung der Verschiebung des Mikroskoptlsches 

70 und der z-Absenkung des Manipulators zusammen- 
setzen. 

Weiterhin ist es vorteilhaft, wenn der gesamte 
Probenbereich in mehrere aneinander an- 
schlid0ende Felder aufgeteilt ist, die von der Rech- 

75 nersteuerung nacheinander angefahren werden. Die 
mit einer Identifikationskennung versehenen zuge- 
hC^rlgen Bildteider konnen dann vom Benutzer 
systematlsch nacheinander abgearbeitet werden. 
Mehrfachinjektionen oder ein Vergessen von Zellen 

20 sind auf diese Weise sicher vermieden. 

Wettere Vortelle der Erfindung ergeben sich 
aus den UnteransprQchen und werden nachstehend 
anhand der Rguren der beigefOgten Zelchnungen 
naher eriautert, in denen ein AusfGhrungsbeispiel 

25 fur einen Arbeitsplatz zur Durchfuhrung des erfin- 
dungsgemafien Verfahrens beschrieben Ist. 

Rg. 1 ist ein Blockschema, das die Verbin- 
dung der einzelnen Komponenten des Arbeitsptat- 
zes darstellt; 

30 Fig. 2 ist eine perspektivische Skizze der 

beweglichen Teile des Injektionssystems am Mikro- 
skop (1 ) aus Rg. 1 ; 

Rg. 3 zeigt das Bild des Monitors (10) aus 

Rg. 1; 

35 in Rg.4 ist das ProbengefSfl (18) aus Rg. 2 

vergroflert dargestellt. 

Das im Blockschema nach Rg. 1 dargestellte 
System zur Zellinjektion baut auf einem inversen 
Mikroskop (1) auf, das zu diesem Zwecke einen 

40 Kondensor mit langer Brennweite besitzt und mit 
wechselbaren, hier nicht dargestallten Elnrichtun- 
gen fur verschiedene optische Kontrastierungsver- 
fahren wie Phasenkontrast und Differentiai-lnterfe- 
renzkontrast versehen ist. Das Mikroskop (1 ) besitzt 

45 einen Revolver (7) fur Objektive mit unter- 
schiedlichem AbbildungsmaBstab. 

Uber dem Objektivrevolver (7) befindet sich ein 
in zwei Koordinaten (x.y) motorisch bewegbarer 
Scanningtisch, der ubiicherweise eine Schrittauflo- 

50 sung von 0,25 um besitzt, und mit wahlbarer Ge- 
schwindigkeit bewegt werden kann. Wie aus der 
perspektivischen Darstellung nach Rg. 2 hervor- 
geht. tragt der Tisch (5) einen Halter fur das Pro- 
bengefafi (18) mit den zu injizierenden Zellen. 

55 Am Mikroskop (1 ) Ist weiterhin eine TV-Kamera 

(2) und der mit (3) bezeichnete Mikromantpulator 
zur Halterung der Injektionskapillare (4) befestigt. 
Mit Hilfe dieser Fernsehkamera laiSt sich ein ver- 
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groiSertes Bild der zu behandelnden Zellkuituren 
auf einen Monitor (10) sichtbar machen. 

Die Kaptllare (4) ist uber einen Oruckschlauch 
(8) mit einem Injektor (9) verbunden, der das Aus- 
stromen der InjektionsflQssigkeit aus der Kapillare 
bewirkt und eine Einsteilung von Haltedruck, Injek- 
tionsdruck und Spuldruck ermoglicht. 

Die vorstehend genannten Komponenten sind 
auch be! den eingangs zum Stand der Technik 
genannten, bekannten Systemen zur Mikroinjektion 
vorhanden und werden deshalb an dieser Steile 
nicht mehr detalliert dargestellt. 

Wie bereits ausgefuhrt ist der Tisch (5) des 
Mikroskops motonsch bewegbar. Die beiden An- 
triebe fQr die Tischbewegung in x- und in y-Rich- 
tung sind in der detaillierteren Darstellung nach 
Rg. 2 mit (19 bzw. 20) bezeichnet Der Mikromani- 
pulator (3) laBt sich ebenfalls motorisch uber einen 
Antrieb (21) verstel len und zwar in z-Richtung. 
auflerdem besitzt der Halter (27) des Mikromanipu- 
lators, an dem die Kapiilare (4) befestigt ist, Ver- 
stellmogiichkeiten fur eine Bewegung in x- und y* 
Richtung. Im beschriebenen Ausfuhrungsbeispiel 
sind hier manuell zu betatigende Einstetlknopfe (24 
und 26) vorgesehen, es ist jedoch auch moglich fur 
diese Bewegungen motorische Antriebe einzuset- 
zen. 

Die Kapillare (4) taucht schrag in das Proben- 
gefaO (18) auf den Tiscfi (5) des Mikroskops (1) 
ein. wobei sich der Neigungswinkel der Kapillare 
zur Tischebene durch ein Verschwenken des Hal- 
ters (27) der Kapillare urn die Achse (29) einsteflen 

mt 

Auch der in Rg. 2 dargestellte Aufbau des 
Positioniersystems fOr die Kapillare (4) bzw. das 
Probengefa/3 (18) ist in seinen Bestandteilen an 
sich bekannt. 

GemaB der Erfindung sind die Antriebe (1 9 und 
20) des Scanningtisches (5) und der Antrieb (21) 
fur die z-Bewegung des Mikromanipulators an die 
Motorsteuerung des in Rg. 1 mit (11) bezeichneten 
Rechnes angeschlossen. Bei diesem Rechner ban- 
delt es sich z.B. um einen graphikfahigen Personal- 
Computer wie den IBM PC/XT. Die Qraphikkarte 
(13) des Rechners (1 1) ist ebenfalls an den Monitor 
(10) angeschlossen. AuSerdem ist die Femsehka- 
mera (2) am Mikroskop (1 ) extern durch die Synch- 
ronimpulse der Qraphikkarte synchronisiert. Der 
Monitor (10) enthalt eine Mischstufe, in der die von 
der Qraphikkarte (13) erzeugten Symbole dem 
Videosignal der Femsehkamera (2) uberlagert wer* 
den. 

An den Rechner (11) ist weiterhin ein Qraphik- 
tablett (12) angeschlossen. mit dessen Hilfe der 
Benutzer, wie nachstehend noch beschrieben wird, 
die von der Qraphikkarte erzeugten Marken auf 
dem Bild des Monitors (10) verschieben kann. Na- 
turlich kann anstelte des Graphiktabletts auch eine 



Maus. eine sogenannte Roilkugel oder ein Joystick 
zur Steuerung der Bewegung der Marken verwen- 
det werden. 

Der Steuerrechner (11) ist weiterhin. uber ein 
5 Injektor-lnterface (15) mit der Injektionseinheit (9) 
fur die Kaptllare (4) verbunden und steuert u.a. die 
Injektlonszeit und damit die Menge der in die Zel- 
len zu injizierenden Flussigkeit. Uber das Interface 
(15) la/3t sich auch der Injektionsdruck zeitabhangig 
10 entsprechend dem Bewegungsvorgang steuern, 
den die Kapillare (4) ausfOhrt. Befspielsweise wird 
vor der Injektion ein geringer Oberdruck eingestellt, 
um ein Zuruckstromen von FiOssigkeit in die Kapii- 
lare zu verhindem, wahrend der Einstichbewegung 
75 wird der Injektionsdruck erhoht. um ein Verstopfen 
der Kapillare zu vermeiden. und anschlieiSend wird 
der eigentliche Injektionsdruck eingestellt. 

Die Mikroinjektion mit Hilfe des vorstehend be- 
schriebenen Systems lauft nun folgendermaiSen ab: 

20 

Vorarbelten 

Das Zellgefa/3 (18) wird auf dem Mikroskopti- 

25 sch (5) befestigt. Am Boden des in Rg. 4 beispiel- 
haft dargesteliten QefaiSes sind zwei Referenzmar- 
ken (3Sa, 35b) angebracht. Mit Hiife dieser Refe- 
renzmarken wird das GefSiSIS) so ausgerichtet, daj3 
diese etwa In x-Richtung des Tisches liegen. Die 

30 Referenzmarken definieren au/Jerdem den Urs- 
prung des Bildkoordinatensystems in eindeutiger 
Weise und eriauben ein Wiederauffinden der im 
QefaiS (18) beFindlichen Zellen. Au/3erdem kann es 
vorteilhaft sein den Boden des Zellgefai3es (18) in 

35 einem regetmaOigen Muster zu ritzen um aneinan- 
dergrenzende Felder zu markieren. 

AnschfieiSend wird die Kapillare mit Injektions- 
flQssigkeit gefullt, in den Kapiilarenhalter (27) ein- 
gespannt und durch manuelle x-, y-Verstellung mit 

40 Hilfe der Drehkn5pfe (24) und (26) unter dem Kon- 
densor (32) etwa auf der Achse (36) des Mikros- 
kops in das Bildfeld gebracht. 

Falls die Steuerung des Druckes nicht durch 
den Rechner erfolgt wird der gewunschte 

45 Injektions- bzw. Haltedruck am Injektor (9) einge- 
stellt 



Dateneingabe 

so 

Anschliefiend wird im Rechner (11) das zur 
Steuerung des Arbeitsablaufes venA^endete Pro- 
gramm aufgerufen. Dieses Programm verlangt die 
Eingabe einlger fur die Programmausfuhrung not- 
55 wendiger Parameter: Den Abbildungsmafi des ver- 
wendeten Objektivs. den Injektionswinkel © . unter 
dem die Kapillare (4) gegen die Tischoberflache 
geneigt ist Aui3erdem ist es mogiich eine Anzahl 



BNSDOCID: <EP 0292899A2J_> 



7 



0 292 899 



8 



von Feldern zu wahlen, die aneinander angrenzen 
und die der motorgetriebene TIsch (5) unter Rech- 
nersteuerung nacheinander anfShrt. Die zugeh5n- 
gen Bildfelder (33,34) werden dann wie in Fig. 3 
dargestellt mit einer von der Graphikkarte (13) er- 
zeugten Umrandung und mit einer Identifikations- 
kennzlffer (33) versehen auf dem Monitor (10) dar- 
gestellt. An dieser Stelfe kann auch der Injektions- 
modus gewahlt werden wie z.B. dauerndes Aus- 
stromen der InjektionsftUssigkeit aus der Kapiilare 
Oder Ausstromen nur nach dem Einstich der Kapii- 
lare in eine Zelle. bzw. der gewunschte Druckver- 
lauf angegeben werden. AuBerdem ist es mdglich 
die Geschwindigkelt der Einstichbewegung der 
Kapiilare auszuwahlen. Beisplelsweise wird fUr Zei- 
len mit nachgiebiger Zellmembran eIne h6here Ge- 
schwindigkeit benotigt als fDr Zellen mit relativ 
harter Zellmembran. 



Gefaflposition 

Nach der Dateneingabe, die meniigesteuert un- 
ter Verwendung des Graph iktabletts (12) und des 
Bildschirms des Monitors (10) erfolgt, wird auf dem 
Bitdschirm (10) das vom Mlkroskop erzeugte Bild 
aufgerufen. auf den GefaOboden fokussiert und die 
beiden Referenzmarken auf dem Gefaflboden an- 
gefahren. Hierbei dient das Graphiktablett zur 
Steuerung der Tischpositlon Ober dem Mikrosko- 
pobjektiv. 

Die Referenzmarken auf dem Gef3iSboden wer- 
den anschlieiSend mit dem in Rg. 3 dargestellten 
pfettformigen Cursor (30) markiert und dabei die 
Posittonen der Gefa/Smarken mit dem Koordinaten 
system des Rechners in Obereinstimmung ge- 
bracht. Wenn der Rechner die etwaigen Positionen 
der Markierungen bereits kennt, was z.B. bei Ver- 
wendung st ndardisierter Gefa/3e, Oder bei Fortset- 
zung einer unterbrochenen Injektion ohne Abnahme 
des GefaCes vom Tisch der Fall ist, so kann er die 
Markierungen selbst ins Biidfeid der Fernsehka- 
mera fahren und der Bediener braucht nur noch die 
exakte Position der Marken am Gef^Bboden mit 
dem Cursor (30) markieren. 



Kapiilare justieren / Testinjektion 

Nach konrekter Platzierung des GefaBes wird 
mit dem Fokussiertrieb auf die Kapillarenspitze fo- 
kussiert und diese mit Hilfe der x/y-Verstelleinheit 
(24. 26) des Mikromanipulators (3) etwa in die Mitte 
des Gesichtsfelds des Mikroskops gebracht, An- 
schlieBend wird auf die Ebene der Zellen am 
GefaBboden fokussiert. 

Die Kapiilare wird dann interaktiv unter Steue- 
rung uber das Graphiktablett (12) soweit abge- 



senkt, bis die Spltze der Kapiilare (4) in eine der 
Zellen eindringt. Diese Position wird dem Rechner 
ubergeben. so daiS dieser nun eine Information 
uber das Ausmafl der z-Bewegung beim spateren. 
5 automatischen Injizieren besltzt. Die Position der 
Kapillarenspitze in der xy-Ebene im Bildkoordina- 
tensystem wird dem Rechner dadurch mitgeteilt, 
da/3 der Cursor (30) mit seiner Spitze auf die Kapil- 
larenspitze positioniert wird. 
70 Auf dem Bitdschirm wird nun eine Zelle ausge- 
wahlt In die eine Testinjektion ausgefOhrt werden 
soil, indem diese Zelle ebenfalls mit dem Cursor 
(30) markiert wird. Nach dem Markieren fahrt der 
Rechner die Kapillarenspitze automatisch in die 
75 markierte Position und sticht dabei die Zelle an. . 
Falls die Kapiilare dabei nicht weit genug in die 
Zelle eindringt. wird sle nochmals abgesenkt. bis 
die Testinjektion erfolgrelch ist Hierbei findet eine 
Korrektur der wahrend des Justlervorganges ermlt- 
20 telten Werte fOr die z-Absenkung statt 

Im Zuge dieser Testinjektion konnen die vom 
Rechner einzuhaltende Verweilzeit der Kapiilare in 
der Zelle sowie der Injektionsdruck geprOft und 
gegebenenfalls modifizlert werden. VerlMuft die Te- 
as stinjektion erfolgreich. so kann mit dem eigentll- 
chen, routinemai3igen Injizieren begonnen werden. 



Zellen eines Bildfelds markieren 

30 

Hierzu wird mit Hilfe des Graphiktabletts (12) 
die Blldschirm-Cursor-Marke (30) nacheinander auf 
den ausgewahiten Zellen positioniert, in die injiziert 
werden soli. Deren Koordinaten tm Bild- 

35 schirmkoordinatensystem werden durch DrQcken 
einer Taste jeweils an den Rechner Obergeben und 
dort gespeichert. Der Rechner verwaltet die Koordi- 
naten der markierten Zetien und zeigt standig die 
Anzahi der Im Blldfeld markierten Zellen sowie der 

40 insgesamt markierten Zellen an. AuBerdem wird 
dem Bild jeder markierten Zelle ein rechteckformi- 
ges Markierfeld (38 bzw. 39) in Rg. 3 Uberlagert, 
wodurch die markierten Zellen gekennzeichnet 
sind. 

46 Es ist auch moglich die Koordinaten der aus- 

gewahiten Zellen dadurch zu erfassen. dafi diese 
durch Bewegen des Tisches (5) nacheinander unter 
die. beisplelsweise in der Bildmitte fixierte Cursor- 
Marke (30) gebracht werden. Durch DrOcken einer 

50 Taste werden dann die Tischkoordinaten an den 
Rechner ubergeben. 

1st eine Markierung irrtumlich gesetzt worden. 
so ist es moglich die gesetzte Markierung wieder 
zu loschen. wodurch verhindert wird, 6aB die Zelle 

55 beim nachfolgenden, automatischen Injizieren von 
der Kapiilare angefahren wird. 
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Injektion der markierten Zelien 

Der Injektionsvorgang wird vom Rechner ge- 
steuert. kann jedoch jederzeit vom Bediener unter- 
brochen werden. z.B. falls die Kapillare verstopft 
ist Im Zuge des automatischen Injektionsvorgan- 
ges wandeit der Rechner die Bildfeldkoordinaten 
der markierten Zeilen in die zur Steuerung des Ti- 
sches (5) und des z-Antriebs (21) des MIkromani- 
pulators (3) notigen Koordinatenwerte des Handha- 
bungssystems um. Anschlie/Send verfahrt er die 
Kapillarenspitze relativ zu den markierten Zelien 
und positioniert die Kapillarenspitze in den Zelien, 
indem er sie durch eine entsprechend dem einge* 
gebenen Winkel fur die Neigung der Kapillare zu- 
sammengesetzten Bewegung mit der Spitze der 
Kapillare ansticht. wahrend der voreingestellten 
Zeit das Ventil des Injektors (9) dffnet, die Kapillare 
zurQckzteht und zur nSchsten markierten Zelle ver- 
fahrt. 

Es ist auch moglich das Anstechen der Zeilen 
durch einen Antrieb zu bewirken, der die Kapillare 
(4) achsial bewegt. Ein solcher Antrieb kann aus 
einem Im Kapillarenhalter (27) angeordneten Motor 
bestehen, der vom Rechner (11) angesteuert wird. 
sot>ald die Spitze der Kapillare (4) eIne vorgege- 
bene Position bezQgiich der zu behandelnden Zelle 
erreicht hat. 



Aufsuchen des nachsten Bildfelds 

Wurde zu Beginn definiert. wieviel Blidfelder in 
X- und y*Richtung bearbeitet werden sollen, so wird 
das nMchste Bildfeld. das sich unmittelbar an die 
vorausgegangenen anschliefit automatisch ange- 
fahren. Liegt keine Definition vor. Oder sind bereits 
alte definierten Felder bearbeitet. dann wird das 
nachste Bildfeld vom Bediener gewihit. Hierzu 
kann der Tisch frei oder um Jeweils genau ein 
Bildfeld in x- oder y-Richtung verfahren werden. 
Die momentane Position innerhalb des Biidfeidra- 
sters wird dabel durch eine Identifikationskennziffer 
(33) angezeigt. Qelangt man beim Verfahren des 
Tisches in ein Bildfeld, In dem bereits Zeilen inj1- 
ziert wurden, so werden diese ebenfatls auf dem 
Monitorbiid mit einem Markierfeid versehen, um 
Mehrfach-injektionen sicher zu vermeiden. 

Die letzten drei Teilschnitte: 

1. Markieren der Zeilen mit dem Cursor 
durch den Benutzer. 

2. Injizieren in die markierten Zelien unter 
Rechnersteuerung. und 

3. Automatisches Anfahren des nachsten 
Feldes werden solange wiederholt, bis die gewun- 
schte Anzahl von Zeilen injiziert ist bzw. alio defi- 
nierten Bildfelder nachetnander abgearbeitet sind. 



Wenn die Injektion aus irgendeinem Grunde 
vorzeitig abgebrochen werden mu/3. so kann diese 
zu einem beliebigen Zeitpunkt an der richtigen 
Stelle fortgesetzt werden. auch wenn das Zellgefafl 

5 zwischendurch aus der Halterung auf dem 
Mikroskoptisch (5) entnommen wurde. Es ist dann 
nur erforderlich. das Bildkoordinatensystem noch- 
mals wie unter "GefSjSposition" beschrieben an die 
Referenzmarken am Gefafiboden anzubinden. 

10 Da die Zelikoordinaten wahlweise auch perma- 

nent gespeichert werden, kann man zu einem spa- 
teren Zeitpunkt alle Felder gezielt nochmals anfah- 
ren, in denen Zeilen injizrert wurden. Man hat so 
die Moglichkett die Entwicklung dieser Zelien im 

75 Vergleich zu denen, die nicht injiziert wurden, zu 
verfolgen. 



Geometrische Kalibrierung 

20 

Eine geometrische Kalibrierung ist nur bei der 
ersten Inbetriebnahme des Systems notwendig. Sie 
dient dazu, um aus der Position einer Zelle auf 
dem Monitor ihre tatsachliche Position auf dem 

25 Mikroskoptisch zu errechnen. Da in die Umrech- 
nung die Abbildungsma^stabe aller verwendeten 
Wechselobjektive eingehen, mussen die Monitor- 
koordinaten fur jedes Objektiv in Einheiten der Tl- 
schkoordinaten geeicht werden. 

30 Hierzu wird ein gut erkennbares Objekt durch 

Bewegen des Mikroskoptisches auf dem Monitor 
(10) in X- und y-Richtung verschoben. Die jeweilige 
Monitorposition wird dem Rechner durch Markieren 
des Objekts auf dem Bildschirm des Monitors (10) 

35 mit der Spitze der Cursormarke (30) mitgeteilt. Aus 
den zugeh5rigen Koordinaten- und Monitorpositio- 
nen ermittett der Rechner die Bchfaktoren in x- 
und y-Richtung. Diese den einzelnen Objektiven 
zugeordneten Eichfaktoren werden im Rechner (11) 

40 permanent gespeichert 



Weitere Ausbaustufen des Systems 

45 Wie unter der Oberschrift "Dateneingabe" be- 

schrieben wird vor der eigentlichen Injektion dem 
Rechner das verwendete Objektiv mitgeteilt Dieser 
Vorgang lafit sich zusatzlich vereinfachen. wenn 
ein motorisierter Objektivrevolver verwendet Ist und 

50 den Revolverstellungen bzw. den damit verbunde- 
nen Objektiven eine vom Rechner lesbare Codie- 
rung zugeordnet ist Es entfallt dann die manuelle 
Eingabe des verwendeten Objektivs durch den Be- 
nutzer. 

55 Im bisher beschriebenen System erfolgt das 

Markieren der Zelien eines Bildfeldes manuelt, in- 
dem die Marke unter visueller Betrachtung durch 
den Benutzer auf die interessierenden Zeilen auf- 
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gesetzt wird. Dieser Vorgang laflt sich dadurch 
automatisieren. dad die Auswahl der interessieren- 
den Zellen und die Ermittlung der Zelikoordinaten 
beispielsweise durch Schwerpunktbiidung mit Hilfe 
eines Bildanatysesystems erfolgt 

Au/^erdem ist das beschriebene System nicht 
nur fur die ln]el<tion von FiQssigkeit in Zellen, son- 
dern aucti fOr das Absaugen von Fiussigl^eit aus 
den Zellen bzw. ganzer Zellen aus einer Zeilkultur 
geeignet. 

Schlie(5lich ist der erste Teil des Verfahrens bis 
zur Markierung interessierender Zellen und der 
Speicherung ihrer Koordinaten relativ zu den Refe- 
renzmarken auf dem Gefaflboden auch dazu geei* 
gnet, lebende Zellen "virtuell" zu markieren. deren 
Entwicklung (Wachstum, Bewegung, morphologi- 
sche Veranderungen etc.) uber einen iangeren Zel- 
traum interaktiv verfolgt werden soil, ohne daB in 
die Zellen injiziert bzw. abgesaugt wird. 

Mit dem anhand der Figuren beschriebenen 
System zur rechnerunterstutzten Mikroinjektion las- 
sen sich bedeutend mehr Zellen pro Zeiteinheit 
Injizleren, als mit denen eingangs zum Stand der 
Technik genannten Systemen. Es hat sich erwie- 
sen, dafl es durchaus moglich ist 1500 Zellen pro 
Stunden zu injizleren. was einer Beschleunigung 
der bekannten Verfahren urn einen Faktor 5 bedeu- 
tet. Dies ist nicht nur durch die Moglichkeit des - 
schnellen Posttionierens einer Cursormarke auf ein- 
em Bildschirm im Vergieich zur feinfuhtigen Posi- 
tionierung der Kaplllare selbst im QefSLiS bedingt, 
sondern auch dem Umstand zu verdanken, da/3 es 
aufgrund der sicheren Rechnersteuerung der Ein- 
stechbewegung und des Injektionsdrucks sehr viel 
seltener zu etnem Bruch der Kaplllare und damit 
verbunden zu einem zeitaufwendigen Auswechsein 
und Neujustieren kommt. 



Anspruche 

1. Verfahren zur Mikroinjektion in Zellen bzw. 
zum Absaugen aus einzelnen Zellen oder ganzer 
Zellen aus Zellkulturen. wobei relativ zu den unter 
einem Mikroskop (1 ) mit angeschlossener Fernseh- 
kamera (2) beobachteten Zellen eine Kaplllare (4) 
positioniert wird, dadurch gekennzeichnet, daB 

- dem Femsehbild eine Marke (30) Gberlagert wird. 

- die Marke (30) durch Relativbewegung zwischen 
Bild (10) und Marke (30) auf die zu Injizierenden 
Zellen (31 ) im Fernsehblid positioniert wird und die 
Blldkoordinaten der markierten Zellen in einem 
Rechner (11) abgespeichert werden. 

- die Blldkoordinaten vom Rechner in Objektkoordi- 
naten des Positioniersystems (19. 20. 21) fur die 
Kaplllare (4) bzw. den Zelltr^ger (Tisch 5) umge- 
rechnet werden 

- und anschiiefiend in die ausgewahlten Zellen (31) 



injiziert bzw. aus diesen abgesaugt wird, indem die 
Kapillare (4) relativ zur jeweiligen Zelle (31) rech- 
nergesteuert auf die berechneten Objektkoordina- 
ten positioniert wird. 

5 2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 

kennzeichnet, dai3 die Einstichbewegung der Kapil- 
lare (4) in Kapillarrichtung durch eine uberlagerte 
Bewegung des Positioniersystems (19 - 21) fOr die 
Kapillare (4) bzw. den Zelltrager (Tisch 5) in zwei 

70 Koordinaten entsprechend dem Neigungswlnkel 0 
der Kapillare (4) erfolgt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, da/3 der Probenbereich in mehrere 
Felder (33, 34) fester Grofle aufgetelit ist, die anei- 

75 nander anschlieflen und dem Femsehbild die Qren- 
zen der Bildf elder sowie eine Identlfikationsken- 
nung fur das jeweilige Blldfeld uberlagert werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, da/3 sich die Zellen in einem GefM6 

20 (18) mit Referenzmarken (35) befinden und das 
Bildkoordinatensystem in einem vorab durch 
gefuhrten Kalibriervorgang mit den im Femsehbild 
sichtbaren Referenzmarken In Obereinstimmung 
gebracht wird. 

25 5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 

kennzeichnet, dafl nach dem Injektions- Oder Ab- 
saugvorgang die Koordinaten der bearbeiteten Zel- 
len (31) zusammen mit einer Identifikationskennzif- 
fer sowie die Koordinaten der Referenzmarke (35) 

30 permanent gespeichert werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl vor der rechnergesteuerten In- 
jektion bzw, Absaugvorgang manueli ein Testvor- 
gang durchgefuhrt wird. wobei die Koordinaten der 

OS Kapillarspitze (40) und der Zelle (31) in Oberein- 
stimmung gebracht und vom Rechner ubemom- 
men werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet. dafl die Steuerung der Injektionszeit 

40 bzw. Injektionsmenge oder Absaugmenge durch 
den Rechner (11) entsprechend vorgegebener 
Werte erfolgt 

8. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl die Geschwindigkeit der Ein- 

45 stichbewegung der Kapillare (4) in die Zelle (31) 
wahlbar ist 

9. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch ge- 
kennzeichnet dafl der zeitliche Verlauf des Injek- 

tionsdruckes vom Rechner (11) entsprechend dem 
50 Bewegungsvorgang der Kapillare (4) gesteuert 
wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl die zu injizierenden oder abzu- 
saugenden Zellen durch ein Bildanalysesystem 

55 ausgewahit werden. 

11. Arbeitsplatz zur DurchfGhrung des Verfah- 
rens nach einem der Anspruche 1 bis 10. gekenn- 
zeichnet durch 
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- ein Mikroskop (1) mit einem in mindestens zwel 
Richtungen positionlerbaren Objekttisch (5), 

- einer Fernsehelnrichtung (2) zur Darstellung des 
mikroskopischen Bildes auf einem Monitor (10), 

- einen graphikfahigem Rechner (11) mit ange- 5 
schfossenem Speicher (12) und einer Bnrichtung 
(13) zur Uberlagerung der Graphiksysmbole auf 
dem Monitor (10), 

- eine Einrichtung (14) zur Positionierung einer 
Graphikmarke auf dem Monitor (10), ro 

- einen Mikromanipufator (3) mit daran befestigter 
Injektionseinhelt (4, 28) bzw, Saugeinheit. der in 
mindestens einer Riclitung vom Rechner (11) posi- 
tionierbar ist. 

- Probengefa/Je (18) zur Aufnahme der zu injizie- is 
renden bzw. abzusaugenden Zellen (31) 

- sowie ein Rechenprogramm zur Umrechnung der 
Qber die Graphikeinrichtung (13 - 14) bestimmten 
Bildkoordinaten In Objektkoordinaten und * zur 
Steuerung des Mikromanipulators (3) bzw. des 20 
Objekttisclies (5) durch den Recliner (11). 

12. Arbeitsplatz nach Anspruch 11, dadurch 
gekennzeichnet, 6aB die ProbengefaBe (18) mit 
einer sichtbaren Markierung (35) versehen sind, die 

zur Lageerkennung des Gefafies auf dem 2s 
Mikroskoptisch dient. 

13. Arbeitsplatz nach Anspruch 11, dadurch 
gekennzeichnet. daB die Kapillare (4) der Injektion- 
seinheit bezugiich ihrer Winkellage 0 relativ zur 
optischen Achse (36) des Mikroskops (1) einstell- 30 
bar ist 

14. Arbeitsplatz nach Anspruch 11, dadurch 
gekennzeichnet daB die Injektionselnheit einen An- 
trieb fQr eine achsiate Bewegung der Kapillare (4) 
besitzt 35 

15. Arbeitsplatz nach Anspruch 11. dadurch 
gekennzeichnet. da/3 der Rechner (11) mit den 
Steuerungen (16) fQr die Antriebe des Objektti- 
sches (5) bzw. des Mikromanipulators (3) verbun- 

den ist. 40 

16. Arbeitsplatz nach Anspruch 11. dadurch 
gekennzeichnet da/3 das Rechenprogramm eine 
Speicherung mehrerer Qber die Graphikeinrichtung 
bestimmter Blldkoordinatensatze bzw. daraus be- 
rechneter Objektkoordinatensatze vorsieht 45 



50 



55 
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Fig. 3 




